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Abstract 


Apparatus for imaging particles comprising a high-resolution video microscope with an electronic camera 
trained on a small volume of a particle suspension in a transparent cuvette, a particle agitating device so 
that there is free exchange of particles between the imaged volume and the rest of the suspension, and a 
light source for illuminating the suspension in sub-microsecond flashes, is new. Apparatus for imaging 
particles comprising a high-resolution video microscope with an electronic camera trained on a small volume 
of a particle suspension in a transparent cuvette, a particle agitating device so that there is free exchange of 
particles between the imaged volume and the rest of the suspension, and a light source for illuminating the 
suspension in sub-microsecond flashes, is new. An image processor counts and characterizes the particles 
in a series of images from the camera. 
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Beschreibung 

Die meBtechnische Erfassung und Charakterisierung von 
Partikeln in Probensuspensionen von geringer GroBe stellt 
eine wichtige diagnostische Methode dar, Beispieisweise 5 
werden bei der Herstellung von Hefe oder auch beini Brauen 
von Bier Suspensionsproben aus den Fermentationsbehal- 
tern entnommen, die in verdiinnter Form in standardisierten 
transparenten MeBkammern (beispieisweise Thoma-MeB- 
kammer) unter dem Labormikroskop betrachtet, zur Kon- 10 
zenttatidnsermittlung ausgezahltund beziiglich derPartikel- 
groBe mit Hilfe automatischer Bildverarbeitung ausgemes- 
scn wcrdcn. Hicrbci handclt cs sich um cine Standardmc- 
thode in alien von Partikeln kontrollierten Prozessen, bei- 
spieisweise in der Biotechnologie oder in der chemischen 15 
Verfahrenstechnik, wo Stoffe in Form rnikroskopischer Par- 
tike I in Reaktoren anf alien und charakterisiert werden miis- 
sen. 

Auch in der Medizin fallen Blutproben in Milliliter- bis 
Mikroliter-Volumina an, die in derselben Weise, eventuell 20 
unter Zuhilfenahme Yon Anfarbemethoden ausgewertet 
werden. 

Diese Erfindung lost zwei bisher auftretende Probleme 
bei der mikroskopischen Diagnose kleiner Suspensionsrnen- 
gen. 25 

Erstcns: 

Zur Auszarilung in normierten Zahlkammern unter dem La- 
bormikroskop sind aufwendige und fehiertrachtige Verdiin- 
nungsschritte notwendig, bis eine zur visuellen oder auto- 
matischen Charakterisierung geeignete, stark verdunnte 30 
Probensuspension in einem kleinen Probevolumen von Mi- 
kromeler-GroBenordnung hineinpraparierl isl. Jeder Ver- 
dunnungsschritt und die abschlieBende Einbringung in die 
MeBkarnmer riskieren Abweichungen von einer korrekten 
Auswertung. Manuelle Fehler, Adsorptionseffekte, osmoti- 35 
sche Effekte, Sedimentationen und EntmischungsefFekte 
durch Stromungsbeschleunigungen konnen den reprasenta- 
tiven Charakter der praparierten Partikel-Stichprobe zersto- 
rcn. 

Zweitens: 40 
Die praparierte transparente MeBkarnmer muB prazise und 
stabil unter dem Mikroskop fixiert und fokussiert werden, 
damit weder Bewegungsunscharfe durch Reststromung oder 
Vibrafonsunruhe oder optische Defokussierung die visuelle 
oder aulomalische BildauswerLung sLoren. Dies sLellt hohe 45 
Anforderungen an das Mikroskopstativ und die optischen 
Justiervorrichtungen. 

Selbst wenn die eigentliche Bildauswertung durch digi- 
tale Bildverarbeitung automatisiert wird, bleiben als kosten- 
trachtige Nachteile die Erfordernisse eines aufwendigen La- 50 
bormikroskops, einer volumenprazisen Kuvette und einer 
Fokussicrung mit cntsprcchchdcr Sorgfalt. 

Beide Probleme werden von der hier beschriebenen Erfin- 
dung umgangen. ErfindungsgemaB wird die Probe in 
scheinbarer Paradoxie zu den Erfordernissen einer hochauf- 55 
losenden Mikroskopie durch elektromechanische oder ma- 
gnetomechanische Hilfsmittel in bestandige Unruhe und 
schnelle Bewegung verseizL Dies bewirkL, daB sich die Pro- 
bensuspension dauemd neu durchmischt, und daB sich keine 
Konzentrationsgradienten entwickeln konnen. 60 

Da mit gew6hnlichen Mikroskopen wegen der kunstlich 
eingepragten Unruhe hochauflosende mikroskopische Bil- 
der aus der Suspension nicht mehr zu machen sind, benutzt 
man erfindungsgemaB ein hochauflosendes Videomikroskop 
mit cxtrcm kurzen Bclichtungszcitcn von unter cincr Mikro- 65 
sekunde. Dieses Videomikroskop 1st Stand der Technik im 
Bereich der inline ProzesskontroUe (Patent 
DE 40 32 002 C2 sowie der Artikel in "In Situ Microscopy 
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for On Line Characterization of Cell Population in Bioreac- 
tors", Biotechnology & Bioengineering 47, 106-117 
(1997)). Die extrem kurze Belichtungszeit dieses Mikro- 
skops von weniger als Mikrosekunden erlaubt scharfe Auf- 
nahmen von bewegten mikroskopischen Partikeln in der 
mechanisch geriillellen, in Schwingungen versetzten oder 
geriihrten Probenkiivette. 

Weiterhin benotigt dieses Mikroskopiekonzept kein me- 
chanisch begrenztes prazises Beobachtungsvolumen. Statt- 
dessen kann man das virtuelle Volumen nutzen, daB sich 
durch die begrenzte Scharfentiefe der Objektivabbildung 
von selbst aus einer groBeren Suspensionsumgebung her- 
ausschalt. Das bcobachtctc McBvolumcn begrenzt sich ob- 
jektiv und reproduzierbar durch Anwendung ein numeri- 
schen Scharfenkriteriums im Algorithmus der automati- 
schen Bildverarbeitung. Es kann mit definierten Eichsus- 
pensionen kalibriert werden. Das kurz gepulste Mdeomikro- 
skop erzeugt auszahlbare und ausmeBbare Direktaufnahmen 
aus der kunsLlich turbulent oder slromend gehaltenen Pro- 
bensuspension. Die gezahlten Objekte konnen durch Kali- 
brierung direkt als MaB der Partikelkonzentration interpre- 
uert werden. 

Durch eine transparente Kuvettenwand werden eine grd- 
Bere Anzahl Bilder aufgenommen, beispieisweise einige 
hundert, die der automatischen Bildverarbeitung zur Aus- 
zahlung und Ausmcssung der Partikclformcn zugclcitct 
werden. 

Damit die Durchmischung und Konzentration der Sus- 
pension auch gegen die Tendenz zur Entrnischung durch Se- 
dimentation und Adsorption erhalten bleibt, wird die Sus- 
pension durch rniniaturisierte mechanische Ruhrer oder 
durch aufgepnigte RuttelefTekte durch magneloinechanische 
oder elektromechanische Schwingungen in Bewegung ge- 
halten. Beispieisweise ein mit Schwingungen beaufschlag- 
ter Piezokristall in Kontakt rnit der KOvette kann zur nach- 
haltigen Durchmischung und Bewegung der Partikel dienen. 

Die Anzahl aufgenommener Bilder ist proportional zur 
GroBe der statistischen Stichprobe, die in die sich aus der 
Bildinformation zusammensctzt. Dies gilt jedoch nur so- 
lange, wie garantiert ist, daB Szenen aufeinanderfolgende 
Bilder (d. h. die zufallig darin enthaltene Partikelsammlung) 
vollkommen unkorreliert sind. Das zur Auswertung heran- 
gezogene, scharf abgebildete virtuelle Probevolumen inner- 
halb derSuspension muB seinen Inhalt also zwischen zwei 
Bildern vollstandig austauschen. Eben dieser Zweck wird 
durch das erfindungsgemaBe mechanische Rutteln an der 
Kuvette ebenfalls erfullt 

Folgende drei Hauptvorteile ergeben sich mit der erfin- 
dungsgemaB in Unruhe versetzten Mikroskopierkuvette un- 
ter einem gepulsten Videomikroskop: 

1. Anspruchslosc Probcnbchaltcr: Auf cine volumcn- 
prazise Prohenkammer kann verzichtet werden, da 
durch die Bildverarbeitung ohnehin nur die scharf ab- 
gebildeten Partikel aus einem geringeren Teiivolumen 
der Kuvette zur Auswertung herausgefiltert werden 
und auf diese Weise ein virtuelles aber prazise kali- 
brierbares Probevolumen enlsiehL Die automalische 
Bildverarbeitung zahlt scharf abgebildete Zellen und 
erzeugt mit der mittieren Zahlrate pro Bild ein kali- 
brierbares Signal der Anzahlkonzentrarion in der Sus- 
pension. Zusatzlich kann sie morphologische Details 
wie Formfaktoren oder GroBenhistogramme ermitteln. 

2. Der Fokussierungsaufwand entfallt, weil das Mi- 
kroskop immcr cine scharf abgebildete Schicht in der 
Suspension findet, wobei die unscharf abgehildeten 
Schichten durch die automatische Bildverarbeitung 
von der Auswertung ausgegrenzt werden. Es kann da- 
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her auch ohne aufwendige Probenfixierung unci ohne 
vibrationsarmes Mikroskopstativ scharfe Bilder aus 
der Suspension aufnehmen. Es entfallt auch die in der 
konventionellen Mikroskopie notwendige vibrations- 
arrne Fixierung und Ruhigstellung der Praparate unter 5 
dem Mikroskop, denn der Bewegungsunseharfe unru- 
higer Parlikel wird durch die extxem kurze Belich- 
tungszeit elektronisch ausgewichen. 
Ein kostengiinstiger einfacher mechanischer Aufbau 
ohne das herkommliche teure justierbare Mikroskop- 10 
stativ wird damit ermoglicht. 

3. Vereinfachte Probenpraparierung: Die Notwendig- 
kcit cincr starkcn Vcrdiinnung entfallt odcr wird abgc- 
mildert, da das in -situ-Mikroskop auch auswertbare 
und kalibrierbare Bilder im Bereich sehr hoher Kon- 15 
zentrationen von beispielsweise iiber 10 9 Partikeln pro 
Kubikzentimeter bei 4 Mikrometern Partikeldurchmes- 
ser aufhimmt. Bei vorhandenen Probenmengen im Mil- 
liiiLerforaiat isl die sorglaltige Praparierung reprasenta- 
tiver winziger (und daher fehieranfalliger) Probevolu- 20 
mina von wenigen Mikrolitern nicht mehr notwendig, 
da die grdBeren Proben mit eingepragter Pra*paratbewe- 
gung gut durchmischt bleiben und direkt aus ihnen re- 
prasentative Bilder im gepulsten Videomikroskop er- 
zeugt werden. 25 

Tnsgesamt wird so erreicht, daB die mikroskopische Cha- 
rakterisierung von Partikelparametern in geringen Probevo- 
lumina wesentlich vereinfacht, und kostengiinstiger gestal- 
tet werden kann. 30 

Fig. 1 zeigt eine beispieihafte Ausformung der erfin- 
dungsgentaBen VorrichLung. 

Sie zeigt den Mikroskoptubus 1 mit Bildsensor 2 (Bei- 
spielsweise ein CCD-Frame) und mit Objektiv 3 und Sicht- 
fenster 4 Uber einer transparenten quaderfftrmig konstruier- 35 
ten Probenkiivette 5. Die Kiivette sitzt auf einem Piezoring 
6, welcher durch Elektrodenbeschichtung auf konventio- 
nelle Art elektrisch zu mechanischen Schwingungen ange- 
regt werden kann. Bcaufschlagt man die Elcktrodcn mit ei- 
ner geeigneten elektrischen Wechselspannung 8, kann man 40 
von niederfrequenten Schwingungen bis zum Ultraschall 
beliebige periodische Bewegungen in die Kiivette einkop- 
peln und die Durchmischung der Suspension erzwingen. 

Unter der Kiivette im Zentrum des Piezoringes ist eine 
iiiiniaturisierte Blilzlampe 7 - notigenfalls mit Kondensor- 45 
optik - positioniert, die eine Durchlichtbelichtung der be- 
wegten Probe erzeugt. Vorteilhaft - weil kostengunstig - ist 
die Verwendung von gepulsten Lumineszenzdioden. 

Patentanspruche 50 

1. Vorrichtung mit cinem Videomikroskop zur mikro- 
skopischen Abbildung von Partikeln, wie beispiels- 
weise biologische Zellen in Suspensionsproben oder 
Tropfchen in Emulsionsproben, gekennzeichnet 55 
durch die folgenden Merkmale: 

Das Videomikroskop ist ein Mikroskop zur 
hochauflosenden Abbildung schnell bewegler mi- 
kroskopischer Partikel durch extrem kurze Be- 
lichtungspulse (ca. 1 Mikrosekunde) beispiels- 60 
weise durch gepulste Lumineszenzdioden 

- der Probenbeh alter der Suspension wird durch 
ein optisch transparentes Fenster vom Mikroskop 
eingesehen, 

- die aufgrund der begrenzten Scharfcnticfc der 65 
Objektivabbildung scharf abgehildete Suspensi- 
onsschicht bildet ein geringeres Teilvolumen des 
gesamten Suspensionpraparats, 


- die Suspension wird durch magnetomechani- 
sche oder elektromechanische Hilfsmittel wie bei- 
spielsweise magnetische Ruhrer oderPiezo-Oszil- 
latoren in Stromungsunruhe versetzt, 

- die mechanisch induzierte Unruhe der Suspen- 
sion erzeugt eine bestandige Durchmischung der 
Suspension und verhindert die Ausbildung von 
Konzentrationsgradienten der Partikel innerhalb 
des Probenbehalters, 

- die BeUchtung mit Sub-Mikrosekunden Blitzen 
ermoglicht eine hochauflosende Abbildung von 
Kleinstpartikeln bis in den Bereich von Sub-Mi- 
kromctcm, 

- es werden von der elektronischen Kamera am 
Mikroskop eine Anzahi von Bildem aus derselben 
Probensuspension aufgenommen und einer auto- 
matischen Bildverarbeitung zur Zahlung und Cha- 
rakterisierung der ausreichend scharf abgebilde- 
ten Objekie zugeleitet, 

- die mechanisch induzierte Unruhe der Suspen- 
sion sorgt fur schnellen vollstandigen Austausch 
der Partikel zwischen der scharf abgebildeten Vo- 
lumenschicht und der Restsuspension im Proben- 
behalter 

- die einzelnen Bilder enthalten durch den me- 
chanisch induzicrtcn Stromungsaustausch rcpra- 
sentative und unkorrelierte statistische Bilddaten 
aus der Suspension und jedes Biid tragt damit pro- 
portional zur auswertbaren Bilddatenmenge bei. 

2. Vorteilhafte Ausgestaltung der Vorrichtung nach 
Anspruch 1, gekennzeichnet durch die folgenden 
Merkmale: 

- eine plane transparente Kiivette 5 mit der Sus- 
pension wird direkt unter dem Mikroskopobjektiv 
5 auf einem Piezo-Ring 6 gehaltert, der durch eine 
externe Wechselspannung 8 in rnechanische 
Schwingungen versetzt wird, 

- die Schwingung des Piezokristalls koppelt 
durch den mechanischen Kontakt an die Kiivette 
an und fiihrt zur standigen schnellen Bewegung 
der Partikel und ihrer Durchmischung in der Sus- 
pension, 

- unterhalb der Kiivette befindet sich eine kurz 
gepulste (< 1 Mikrosekunde) Lumineszenzdiode 7 

zur Durchlichtbelichtung. 

3. Vorteilhafte Ausgestaltung der Vorrichtung nach 
Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet durch die folgenden 
Merkmale: 

als Probenbehalter 9 wird ein beispielsweise 
ein bis zehn Milliliter f assendes GefaB verwendet, 
in welches ein hermetisch geschlossener Mikro- 
skoptubus 10 mit gcpulstcr LED-Bclichtung 11 
taucht, 

- am TXibusende befindet sich ein optisches Fen- 
ster 12, durch welches das Mikroskop in die Sus- 
pension 9 einsieht, 

seitlich am Tubusende befindet sich eine ge- 
pulsLe Lumineszenzdiode 11 zur schragen Durch- 
lichtbelichtung des Mikroskops, 

- die Durchmischung des Suspension wird durch 
einen rniniaturisierten Magnetrtihrer 13 geleistet. 
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